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响应 面 法 优化 当归 中 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 提取 工艺 研究 


KA, ER XO. BER. T5. MEE 

EL. 甘肃 省 干旱 生境 作物 学 重点 实验 室 ， 兰 州 730070， 2. 甘肃 农业 大 学 农学 院 ， 兰 州 730070; 

3. 甘肃 省 中 药材 规范 化 生产 技术 创新 重点 实验 室 ， 兰 州 730070) 

摘要 : 为 优化 中 药材 当归 中 主要 活性 成 分 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 同时 提取 的 最 佳 工艺 条 件 ， 为 当归 的 有 效 开 发 利 
用 提供 参考 。 该 文 以 超声 波 辅助 响应 面 优化 当归 中 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 提取 工艺 ， 采 用 氢 核 磁 共 振 定 量 方法 同 
时 测定 当归 中 阿 魏 酸 、 莫 本 内 酯 的 含量 。 优 化 工艺 以 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 含量 的 综合 评分 为 考察 指标 ， 选 取 乙 
醇 浓 度 、 提 取 时 间 、 液 料 比 三 个 主要 因素 ， 采 用 单 因 素 筛选 结合 Box-Behnken 中 心 组 合 设计 试验 优化 提取 工 
艺 参数 。 实 验 结果 表明 优化 的 最 佳 提 取 工 艺 条 件 为 :乙醇 浓度 80.87%， 液 料 比 13.04 mL:g-1， 提 取 时 间 30.14 
min， 验 证 试验 结果 与 预测 值 一 致 。 氧 核磁 共振 定量 方法 以 氛 代 二 甲 基 亚 砚 为 测试 溶剂 ， 吡 嗪 为 内 标 物 ， 其 
中 吡 嗪 ， 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 的 定量 共振 峰 分 别 为 8 8.66 ppm, 8 6.37-6.35 ppm 和 8 5.55-5.53 ppm， 该 方法 的 精 
密度 、 稳 定性 、 重 复 性 和 加 标 回收 紊 良好 ， 定 量 限 和 检测 限 较 低 ， 能 够 满足 实际 分 析 测 试 需要 。 综 上 所 述 ， 
利用 响应 面 法 对 提取 工艺 条 进行 优化 ， 实 验 结果 准确 可 靠 ， 重 现 性 良好 ， 适 用 于 当归 中 阿 魏 酸 和 葛 本 内 酯 的 
同时 提取 ; 氧 核磁 共振 定量 方法 操作 简单 、 分 析 速 度 快 、 专 属性 强 ， 可 用 于 当归 中 阿 魏 酸 和 莹 本 内 酶 的 同时 
测定 。 
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Response surface methodology optimization for extraction of ferulic 


acid and ligustilde from Angelicae Sinensisis 


ZHANG Yul LI Qian', HUANG Xiang, FENG Yanmei, YANG Lan, QIU Daiyu 
(1. Gansu Provincial Key Laboratory of Aridland Crop Science, Lanzhou 730070, China; 2. College of Agronomy, 
Gansu Agricultural Univ.ersity, Lanzhou 730070, China; 3. Gansu Provincial Key Laboratory of Good Agricultural 
Productive Technology for Traditional Chinese Medicines, Lanzhou 730070, China) 
Abstract: The purpose of this study is to optimize the optimum technological conditions for the simultaneous 
extraction of ferulic acid and ligustilide, the main active components in Angelica sinensis, and to provide reference 
for the effective development and utilization of Angelica sinensis. In this experiment, the extraction process of 
ferulic acid and ligustilide from Angelica sinensis was optimized by ultrasonic assisted response surface, which 
taking the comprehensive score of ferulic acid and ligustilide content as the evaluation index and the ethanol 
concentration, extraction time and solid-liquid ratio were selected as the three main factors, and the contents of 
ferulic acid and ligustilide in Angelica sinensis were determined by !'H-qNMR. Single factor screening combined 
with Box-Behnken central combination design test was used to optimize the extraction process. The single-factor 
screening results showed that a high comprehensive score was obtained under the three conditions of 8096 ethanol 
concentration, liquid-to-solid ratio was 12 mL-g-1, or 30 min extraction duration. Based on this, the Behnken center 
combination design test was designed and implemented. The results showed that the influence degree of each 
experimental factor on the comprehensive score was the ethanol concentration, the liquid-to-solid ratio was the 
second, and the extraction time was the least. The best optimum extraction conditions were as follows: ethanol 
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concentration was 80.87%, liquid-to-solid ratio was 13.04 mL - g-l, extraction duration was 30.14 min. The 
verification test results are consistent with the predicted values. The quantitative resonance peaks of pyrazine, ferulic 
acid and ligustilide were 6 8.66 ppm, ò 6.37-6.35 ppm and ô 5.55-5.53 ppm, respectively, using DMSO-ds as solvent 
and pyrazine as internal standard substance by !'H-qNMR. The precision, stability, repeatability and recovery of the 
method were good, and the limits of quantification and detection were low, which can meet the needs of practical 
analysis and testing. To sum up, the optimization method of response surface method was used to optimize the 
extraction process, the experimental results were accurate and reliable, good reproducibility, and suitable for the 
simultaneous extraction of ferulic acid and ligustilide in Angelica sinensis. The 'H-qNMR method had the 
advantages of simple operation, fast analysis speed and strong specificity, and could be used for the simultaneous 
determination of ferulic acid and ligustilide in Angelica sinensis. 


Key words: extraction process, Angelicae Sinensisis, Box-Behnken response surface method, 'H-qNMR 


中 药材 当归 是 人 金 形 科 当 归属 植物 当归 4negelica Sinensis (Oliv.) Diels 的 干燥 根 〈 国 家 药典 委员 会 ，2015 )， 
具有 补血 活血 、 调 经 止痛 、 涧 肠 通 便 的 作用 ， 是 我 国 临床 最 常用 中 药 之 一 〈( 董 晴 和 陈 明 苍 ，2016; 国家 药典 
委员 会 ，2015)。 当 归 中 主要 含有 的 生物 活性 成 分 有 挥发 油 、 有 机 酸 类 、 多 糖 以 及 黄酮 等 ( 赵 雪 娇 等 ，2013; 
周 桂 生 等 ，2012)。 其 中 阿 魏 酸 是 当归 中 有 机 酸 类 的 代表 ， 属 于 较 早 分 离 出 来 的 有 效 成 分 之 一 (起 雪 妖 等 
2013)。 挥 发 油 在 当归 中 含量 约 为 1%， 是 当归 的 重要 有 效 成 分 之 一 ， 又 以 豪 本 内 栈 含 量 为 最 高 。2015 生 
版 《中 国药 典 》 以 阿 魏 酸 的 含量 测定 和 其 他 常规 鉴别 项 目 作 为 当归 质量 控制 的 手段 和 指标 〈 国 家 药典 委员 会 ， 
2015)， 而 对 莫 本 内 酯 含量 并 未 作出 明确 规定 。 

近年 来, 响应 面 法 和 氧 核 磁 定 量 方法 分 别 在 中 药 有 效 成 分 的 提取 和 含量 测定 万 面 得 以 广泛 应 用 (高 伟 等 ， 
2017, #3, 2014; Tanaka etal., 2019; 王志伟 等 ，2016; 户 宪 珍 等 ，2019; 黄 翔 ，2019; 刘 伟 等 ，2014; 
Sunetal, 2017; Xuetal, 2013; 王 红 等 , 2019, SES, 2016. MA2, 2019) 。 氢 核磁 定量 方法 测试 时 
间 非 常 短 (2-5 min 即 可 完成 ), 特征 峰 化 学 位 移 在 不 同 仪 器 之 间 重 现 性 好 ， 且 定量 过 程 中 不 需要 使 用 对 照 品 ， 
通过 廉价 易 得 的 内 标 物 即 可 完成 定量 ， 可 以 有 效 降低 成 本 《高 伟 等 ，2017， 林 珊 等 ，2014;， Tanaka R et al., 
2019; 王志伟 等 ，2016) ; 响应 面 优 化 提取 方法 与 常用 的 正 交 实验 法 相 比 具有 很 多 优点 : 响应 面 法 的 实验 次 
数 相 对 较 少 ， 检 测 精 确 度 高 、 预 测 的 函数 模型 相对 准确 、 所 预测 的 函数 模型 能 够 准确 的 反映 实验 因素 和 预测 
结果 之 间 关 系 ， 得 以 广泛 应 用 ( 户 宪 珍 等 ，2019; 黄 翔 ，2019; Sun JC et al.，2017; Xu Q etal., 2013; 王 红 
等 ，2019; XSF, 2016; 周 吉 等 ，2019) 。 该 文 以 阿 魏 酸 和 摹 本 内 酯 成 分 含量 的 综合 评分 为 响应 值 ， 使 用 
Design-Expert 10.0.4.0 软件 进行 试验 设计 ， 优 化 当归 提取 工艺 ， 为 当归 应 用 和 质量 标准 建立 提供 参考 。 


|. 材料 与 方法 


1.1 实验 仪器 与 材料 

核磁 共振 波谱 仪 (Bruker Advance III 600), AL-104 电子 分 析 天 平 (慈溪 市 天 东 衡 器 厂 )，KQ-500B 超声 
波 清洗 仪 〈 深 圳 市 得 康 科 技 有 限 公 司 )， 旋 转 蒸发 仪 R-101N〔 郑 州长 城 科 工 贸 有 限 公 司 )， 恒 温水 浴 锅 〔 江 苏 
正 基 有 限 公 司 )。 

对 照 品 阿 魏 酸 (批号: FD170255) 购 自 萨 恩 化 学 技术 有 限 公 司 , 莫 本 内 酯 购 自 北京 库 来 捕 科 技 有 限 公司 ， 
纯度 >98%; 吡 嗪 购 自 上 海 麦克 林 生 化 科技 有 限 公司 ; DMSO-ds MRA, 99.9%) 购 自 萨 恩 化 学 技术 有 限 
公司 。 当 归 药 材 购 自 甘 肃 岷 县 经 甘肃 农业 大 学 中 药学 教研 室 邱 化 玉 副 教授 鉴定 为 中 药 当归 。 
12. 实验 方法 
1.2.1 氢 核 磁 共 振 测 试 条 件 

DMSO-d; 为 测试 溶剂 ， 吡 嗪 为 内 标 物 。 吡 嗪 ， 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 的 定量 共振 峰 分 别 为 58 8.66 ppm, à 
6.37-6.35 ppm, 6 5.55-5.53 ppm. 

采用 zg30 脉冲 序列 ， 谱 宽 (SWH) 为 11904.8 Hz, WND 1s. WIPER) 14.90 s, mH AR 
数 (NS) 32 次 。 所 有 数据 均 使 用 MestReNova 软件 处 理 。 
1.2.2 ”溶液 的 制备 

内 标 溶液 的 制备 :准确 称 取 19.70 mg 内 标 物 吡 嗪 溶解 至 3.94 mL DMSO-ds 中， 制 得 5.00 mgmL-1 内 标 
溶液 ， 以 作为 用 于 1IH-qNMR 样品 定量 的 内 标 样品 ， 准 确 称 取 7.50 mg 内 标 物 吡 嗪 溶解 至 0.75 mL DMSO-ds 
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中 ， 制 得 10.00 mgmL-1 内 标 溶液 ， 以 作为 用 于 线性 关系 考察 时 'H-qNMR 定量 的 内 标 样品 。 
对 照 品 溶液 的 制备 : 准确 称 取 22.00 mg 阿 魏 酸 对 照 品 溶解 至 2 mL DMSO-d 溶液 中 , 制 得 11.00 mgmL-1 


阿 魏 酸 对 照 品 溶液 ， 准 确 称 取 59.00 mg 莫 本 内 酯 对 照 品 溶解 至 2 mL DMSO-d 溶液 中 ， 制 得 29.50 mgmL-1 


募 本 内 酯 对 照 品 溶液 备用 。 


当归 提取 物 的 制备 : 取 药 材 粉末 (过 40 HIA 10.00 g, 精密 称 定 , 置 于 容量 瓶 中 , 加 入 90% 乙 醇 100 mL, 


超声 处 理 (40 min, 40 'C )， 抽 滤 ， 重 复 2 次 ， 


合并 滤液 ， 于 50 CIE 


H 


收 溶剂 至 无 醇 味 ， 用 2 倍 量 乙 酸 乙 


酯 萃取 2 次 ， 合 并 乙酸 乙 酯 ， 于 70'C Daa 浸 膏 并 称 重 
密 称 定 , 加 — 50 uL CHEIE 19.70 mg, IF 3.94 mL 


供 试 品 溶液 的 制备 : MERRE 20 mg, ? 


DMSO-qde)， 再 加 入 450 uL DMSO-d6， 超声 溶解 移 置 核磁 管 ， 


8. 66 


用 于 氢 核 磁 共 振 法 测定 〈 图 1 )。 


iE: A. MERE. B. 阿 魏 酸 对 照 品 ，C. RA WX E 


7.4 7.1 6.8 6.5 6.2 5.9 5.6 


h; D. 当归 提取 物 ; 
标 物 吡 嗪 定量 峰 。 


1. 阿 魏 酸 定量 峰 ，2. 莹 本 内 酯 定量 峰 ，6=8.66 为 内 


Note: A. Pyrazine; B. Ferulic Acid Standard; C. Ligustilide Standard; D. Angelica extract; 1. Quantitative peak of Ferulic Acid; 2. 


Quantitative peaks of Ligustilide; 


1: 
Fig. 


12.3 方法 学 考察 
1.2.3.1 ”线性 关系 考察 


氧 核磁 共振 波谱 


The peak of 8.66 is the quantitative peak of Pyrazine. 


图 


]: !H-NMR Spectra 


Hi *1.2.2" X FATE df ex 400. 200. 100. 50. 25 和 13 uL 装 入 核磁 管 ， 加 入 内 标 溶液 吡 嗪 50 pL 


CHEESE 7.5 mg, Y& T 0.75 mL DMSO-d6), H 


依次 加 入 DMSO-de 50, 250. 350. 400. 425. 437 uL, HIS 


8.80. 4.40, 2.20. 1.10, 0.550. 0.286 mgmL-1 阿 魏 酸 对照 品 溶液 和 23.6. 11.8. 5.90. 2.95. 1.48. 0.767 mg-mL-1 


HAAMRI HR STAHL ES. 4T H-NMR 测定 。 
1.2.3.2. ”精密 度 考 察 
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取 “1.2.2” 项 下 对 照 品 溶液 ， 按 “1.2.1” 项 下 核磁 条 件 ， 重 复 测定 5 次 ， 以 对 照 品 定量 峰 面 积 与 内 标 物 
定量 峰 面 积 的 比值 计算 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 的 RSD 值 。 
1.2.3.3 ”重复 性 试验 
平行 制备 6 份 供 试 品 溶液 ， 在 同一 实验 条 件 下 测定 ， 以 样品 定量 峰 面积 与 内 标 物 定量 峰 面积 的 比值 计算 
阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 的 RSD 值 。 
1.2.3.4 ”稳定 性 试验 
将 供 试 品 溶液 在 室温 下 放置 ， 时 间 分 别 为 0、2、4、8、10、12 和 24 h， 然 后 进行 稳定 性 实验 测定 ， 以 
样品 定量 峰 与 内 标 物 定 量 峰 面积 比值 计算 阿 魏 酸 和 蓝本 内 酯 的 RSD 值 。 
1.2.3.5 加 样 回收 率 试验 
制备 5 份 已 知 含量 的 当归 药材 样品 浸 膏 供 试 液 , 分 别 加 入 莫 本 内 酯 和 阿 魏 酸 对 照 品 DMSO-d 溶液 , 按照 
“1.2.1” 项 下 的 条 件 测定 ， 计 算 回 收 率 和 RSD fü. 
1.2.4 ” 检 出 限 和 定量 限 
'H-qNMR 检 出 限 LOD) 和 定量 限 LOQ) 可 由 LOD=3.30o/S，LOQ=106/S 计算 得 
余 标 准 差 ，S 指 非 零 截 距 线 性 回归 曲线 斜率 )。 
1.2.5 样品 含量 测定 
按 “1.2.2” 项 下 “ 供 试 品 溶液 制备 ”方法 平行 制备 试验 样品 溶液 2 份 ， 并 按照 “1.2.1” 项 核磁 共振 测试 
这 条 件 下 进行 重复 测定 2 次 ， 计 算 样 品 的 含量 平均 值 。 
1.2.6 ”数据 标准 化 处 理 
按照 标准 化 处 理 公式 ， 将 单 因 素 试 验 结果 和 响应 面试 验 的 结果 进行 数据 标准 化 处 理 ， 最 终 得 到 2 种 指标 
成 分 的 综合 评分 。 
1.2.7 单 因素 试验 设计 
以 莫 本 内 酯 和 阿 魏 酸 2 种 成 分 提取 含量 作为 综合 评分 的 考察 指标 ， 分 别 考 察 提取 溶剂 乙醇 浓度 、 提 取 时 
间 和 液 料 比 三 个 因素 对 莹 本 内 酯 和 阿 魏 酸 提取 率 的 影响 。 
1.2.8 ”响应 面试 验 设计 
以 上 述 优化 后 的 各 单 因素 值 为 基础 ， 通 过 Design-Expert 10.0.4.0 软件 Box-Behnken 响应 面 设计 ， 对 乙醇 
浓度 、 液 料 比 、 提 取 时 间 3 个 因素 结果 进一步 优化 ， 重 复试 验 ， 并 进行 分 析 。 


2. 结果 与 分 析 


2.1 方法 学 考察 
2.1.1 线性 关系 考察 
T 分 别 以 对 照 品 的 积分 面积 总 与 对 照 品 溶液 浓度 了 做 线性 回归 ， 得 出 回归 方程 分 别 为 阿 魏 酸 了 = 
二 7007 太 0.016，R2 一 0.999， 线 性 范围 0.286-8.80 mgmL-1; 莹 本 内 酯 了 =7.223X+10.211，R?= 二 0.999， 线 性 范围 
0.767-23.6 mg:mL-1. 
2..0 ”精密 度 考 察 
以 对 照 品 定量 峰 面 积 与 内 标 物 定 量 峰 面积 的 比值 计算 阿 魏 酸 和 蓝本 内 酯 的 RSD 值 分 别 为 1.4196. 0.3496. 
表明 仪器 精密 度 良好 。 
2.1.3 重复 性 试验 
以 样品 定量 峰 面 积 与 内 标 物 定量 峰 面积 的 比值 计算 阿 魏 酸 和 葛 本 内 酯 的 RSD 值 分 别 为 1.50%、1.54%， 
表明 该 方法 具有 良好 的 重复 性 。 
2.1.4 稳定 性 试验 
以 样品 定量 峰 与 内 标 物 定 量 峰 面积 比值 计算 阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 的 RSD 值 分 别 为 2.21%、1.62%， 表 明 供 
试 品 溶液 24 了 稳定 。 
2.1.5 加 样 回 收 率 试验 
阿 魏 酸 和 莫 本 内 酯 的 回收 率 分 别 为 95.2%~102.3% (RSD = 2.91% ) 和 97.7%~103.7% (RSD = 2.4196 )， 平 
均 回 收 率 分 别 为 98.6% 和 100.24%， 加 样 回收 率 良 好 。 
2.22. TB ER 
计算 得 出 阿 魏 酸 LOD = 21.11 ugmL-1, LOQ = 63.97 ugmL-1;. RAAK LOD = 58.76 ugmL-1, LOQ = 


H 


H 《c 指 回归 线 的 剩 


E 


N 


> 


178.07 ug: mL-1. 


2.3 ŽA 


此 30 min 


2.4 


表 1 为 单 因 
随 着 乙醇 体积 分 数 的 增 大 先 上 升 i 
表明 此 时 阿 魏 酸 和 摹 本 内 酯 溶解 度 最 大 ， 因 此 选 
综合 评分 变化 趋 于 平缓 ， 表 明 溶 齐 
有 效 成 分 。 综 合 评分 在 10-30 min 时 逐渐 


响应 面 实验 结果 


素 试验 结果 


素 试验 设计 方案 ， 平 行 提取 3 次 。 表 2 为 数据 标准 化 处 理 结果 。 从 表 2 可 以 看 
治 势 随后 开始 降低 。 当 乙醇 体积 分 数 为 80% 左 右 时 ， 毕 合计 


JPI RERA REN 


Y 


酯 含量 趋 了 


增 大 ，30 min 左右 趋 于 稳定 ，40 min 以 后 综合 评分 有 少许 


HH， 综合 评分 
分 达到 最 高 值 ， 
FE 80% 乙醇 体积 分 数 作为 最 优选 择 。 液 料 比 在 大 于 12 后 ， 
“ 稳 ， 最 佳 液 料 比 为 12 FENE AE H 


上 大 部 分 


为 最 优 超声 时 间 。 
表 1 单 因素 试验 条 件 
Table 1 Single factor test condition 
因素 变化 条 件 固定 条 件 
Factor Changing conditions Fixed condition 
液 料 比 12 mL.g-1， 提 取 时 间 40 min, WFE 40 C 
乙醇 浓度 50. 60, 70. 80. 90 AUN — 
The solid-liquid ratio was 12 mL:g-1, extraction 
Ethanol concentration (90) 
duration was 40 min, extraction temperature was 40 'C 
. 乙醇 浓度 90%， 提 取 时 间 40 min, iB 40 °C 
液 料 比 4. 8. 12. 16. 20 ] 
The ethanol concentration was 90% , extraction 
Solid-to-liquid ratio (mL:g-1) f . : : 
duration was 40 min, extraction temperature was 40 'C 
. 乙醇 浓度 90%， 液 料 比 12 mL'g-1， 温 度 40 C 
提取 时 间 10. 20. 30. 40, 50 i AMD 
The ethanol concentration was 9096, solid-liquid ratio 
Extraction duration (min) . 
was 12 mL:g-1, extraction temperature was 40 °C 
A2 单 因素 考察 结果 
Table 2 Single factor investigation result 
AR 水 于 阿 魏 酸 mg.g-1) — 葛 本 内 酯 (mg-g-1) ”综合 评分 
Factor Level Ferulic acid Ligustilide Z-score 
乙醇 浓度 (%) 50 0.48(-1.43) 3.11(-1.29) -2.73 
Ethanol concentration 60 0.64(-0.49) 3.78(-0.79) -1.28 
70 0.82(0.58) 4.59(-0.18) 0.40 
80 0.98(1.53) 6.64(1.36) 2.89 
90 0.69(-0.19) 6.04(0.91) 0.72 
液 料 比 (mL:g-1) 4 0.43(-1.97) 4.12(-1.99) -3.96 
Solid-to-liquid ratio 8 0.64(0.14) 5.86(0.33) 0.87 
12 0.69(0.64) 6.04(0.57) 1. 53 
16 0.63(0.29) 6.04(0.57) 0.86 
20 0.63(0.29) 6.01(0.53) 0.82 
提取 时 间 (min) 10 0.52(-1.96) 3.47(-2.00) -3.95 
Extraction duration 20 0.68(0.31) 6.25(0.55) 0.87 
30 0.72(0.88) 6.43(0.72) 1.60 
40 0.69(0.45) 6.04(0.36) 0.82 
50 0.68(0.31) 6.02(0.34) 0.66 


Hs 括号 内 为 标准 化 处 理 后 的 数据 。 


Note: Brackets for standardized processing of test data. 


下 降 ， 因 
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24] m 
以 乙醇 浓度 


内 酯 含量 的 综合 记 


2.4.2 ”模型 显著 


应 面试 验 设计 方案 
A), HE B) HERE CC) 作为 该 响应 面试 验 设计 的 三 个 自 变 量 ， 以 阿 魏 酸 和 草本 
FE 分 作为 响应 值 (R)， 采 用 Box-Behnken 方法 进行 试验 设计 ， 试 验 设计 方案 和 结果 见 表 3。 
性 分 析 


本 研究 采用 Design-Expert 10.0.4.0 软件 对 表 3 中 数据 进行 处 理 ， 经 拟 合 得 到 回归 方程 为 R 
A+0.13 B+0.19 C— 0.12 AB+0.44 AC—0.38 BC 一 3.29 A? 一 0.73 B? 一 0.43 C2, 调整 系数 为 0.9927, 决定 系数 O2) 


二 0.9968， 表 明 回 归 方 程 拟 合 度 好 ， 试 验 误 差 小 ， 此 模型 可 月 
K 4 为 方差 分 析 和 显著 怕 
时 间 与 液 料 比 的 交互 作用 对 综合 记 
EHE (C) > 提取 时 间 (BO. 

2.4.3 ”最 佳 提取 工艺 参数 预测 及 实验 验证 


通过 观察 图 2 可知 ， 乙 


交互 作用 显著 , 对 当归 中 两 


表 3 


EE 提取 条 位 


评分 的 3 


于 该 试验 的 分 析 。 
检验 结果 ， 结 果 说 明 乙 醇 浓 度 、 液 料 比 、 提 取 时 间 和 乙醇 浓度 与 液 料 比 、 提 取 
分 有 显著 的 影响 。 各 试验 因素 对 综合 评分 影响 顺序 为 乙醇 浓度 CAD. > 液 


障 浓 度 与 液 料 比 ， 乙 醇 浓 度 与 提取 时 间 的 3D 曲面 图 的 倾斜 度 较 高 ， 
;有效 成 分 提取 的 影响 
由 软件 分 机， 得 出 这 两 种 指标 成 分 的 最 但 
为 了 方便 实际 操作 ， 将 提取 条 件 参 数 进行 合理 
3 次 进行 验证 ， 试 验 结果 如 表 5 所 示 ， 综 合 
方法 准确 度 高 ， 稳 定 可 靠 ， 可 用 于 当归 中 2 种 成 分 的 含量 测定 。 


响应 面 实验 设计 与 结果 


Table 3 Response surface experiment result 


两 种 成 分 含量 (mgg-1) 


=2.09 +0.47 


说 明 因素 间 


较 显 著 。 以 阿 魏 酸 和 摹 本 内 酯 两 种 成 分 评分 最 大 值 为 目标 ， 
为 乙醇 浓度 80.87%， 液 料 比 13.04， 提 取 时 间 30.14 min. 
修正 : 乙醇 浓度 81%， 液 料 比 13， 提 取 时 间 30 min， 重 复 提取 
均值 为 2.20， 与 预测 值 2.14， 相 差 2.80%， 说 明 该 试验 


编号 A(%) B(min) C Content of two components 综合 评分 
Index Ethanol concentration Extraction duration Solid-to-liquid ratio 阿 魏 酸 慕 本 内 酯 Z-score 
Ferulic acid — Ligustilide 

l 90(1) 40(1) 12(0) 0.69(-1.51) — 6.04(-0.08) -1.59 
2 80(0) 30(0) 12(0) 1.03(1.00)  6.94(0.88) 1.88 

3 80(0) 40(1) 16(1) 0.97(0.56) | 6.53(0.44) 1.00 
4 90(1) 30(0) 8(1) 0.75(-1.06) | 5.53(-0.63) -1.69 
5 80(0) 20(-1) 16(1) 0.98(0.63) | 6.77(0.70) 1.33 
6 70(-1) 30(0) 16(1) 0.81(-0.62) | 4.41(-1.82) -2.44 
7 70(-1) 30(1) 12(0) 0.82(-0.55) — 4.59(-1.63) -2.18 
8 80(0) 20(-1) 8(-1) 0.84(-0.40) 6.59(0.50) 0.10 
9 80(0) 30(0) 12(0) 1.05(1.15) | 6.97(0.91) 2.06 
10 90(1) 30(0) 16(1) 0.76(-0.99) — 6.56(0.47) -0.52 
11 80(0) 30(0) 12(0) 1.06(1.22) 6.96(0.90) 2.12 
12 80(0) 30(0) 12(0) 1.07(1.30) 6.94(0.88) 2.18 
13 70(-1) 30(0) 8(-1) 0.84(-0.40) 4.76(-1.45) -1.85 
14 70(-1) 20(-1) 12(0) 0.79(-0.77) | 4.49(-1.74) -2.50 
15 90(1) 20(-1) 12(0) 0.68(-1.58) — 6.25(0.14) -1.44 
16 80(0) 30(0) 12(0) 1.08(1.37)  6.93(0.87) 2.24 
17 80(0) 40(1) 8(-1) 0.98(0.63) 6.73(0.65) 1.29 


注 : 括号 内 为 标准 化 处 理 后 的 数据 。 


Note: Brackets for standardized processing of test data. 


表 4 方差 分 析 
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Table4 Analysis of variance 


202001.00092v1 
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方差 来 源 ”平方 和 AAE HA 五 值 书 值 方差 来 源 平方 和 HEE 397; FË P (B 
Source of Sum of Freedom Mean  F value P value Source of Sum of Freedom Mean Evalue P value 
variance squares square variance square square 
模型 1836.3 
54.38 9 6.04 | 243.69 «0.0001 A? 45.53 1 45.53 < 0.0001 
Model 4 
A 1.74 1 1.74 70.15 < 0.0001 B? 2.26 1 2.26 91.31 «0.0001 
B 0.13 1 0.13 5.35 0.0540 C 0.78 1 0.78 31.51 0.0008 
残 差 
C 0.29 1 0.29 11.65 0.0112 0.17 7 0.025 
Residual 
失 拟 项 
AB 0.055 1 0.055 2.23 0.1792 Missing 0.099 3 0.033 1.76 0.2928 
Item 
Al VR 2E 
AC 0.77 1 0.77 31.24 0.0008 0.075 4 0.019 
Pure error 
总 和 
BC 0.58 1 0.58 23.30 0.0019 54.55 16 
Total 


ik: P«0.05 为 显著 项 ，P<<0.01 为 极 显著 项 。 


Note: P « 0.05 significant difference, P « 0.01 more significant difference. 


图 2 响应 面 图 


Fig. 2 Optimized response surface map 


表 5 验证 结果 
Table 5 The results of verification 

序号 阿 魏 酸 (mg.g-1) 莫 本 内 酯 (mg.g-1) 综合 评分 
Index Ferulic acid Ligustilide Z-score 

1 1.07(1.30) 7.01(0.95) 2.25 

2 1.04(1.07) 6.98(0.92) 2.00 

3 1.09(1.45) 6.96(0.90) 2.34 
AVG 1.07 6.98 2.20 


注 : 括号 内 为 标准 化 处 理 后 的 数据 。 


Note: Brackets for standardized processing of test data. 


提取 溶剂 选择 ， 本 试验 使 用 不 同 浓度 的 乙醇 和 甲醇 分 别 对 当归 粉末 进行 提取 。 研 究 发 现 采 用 乙醇 提取 制 
备 的 浸 膏 中 阿 魏 酸 和 蔓 本 内 酯 含量 均 比 甲醇 高 ， 且 由 于 乙醇 毒性 较 小 ， 更 加 绿色 环保 ， 适 应 于 工业 化 生产 ， 
所 以 选择 乙醇 作为 提取 溶剂 。 
气 代 溶剂 和 内 标 物质 的 选择 ; 合适 的 气 代 溶剂 对 样品 和 内 标 均 应 具有 良好 的 溶解 性 。 内 标 应 具有 一 个 易 
于 识别 且 不 与 待 测 峰 重 县 的 谱 峰 。 通 过 文献 比较 和 筛选 试验 ， 选 择 廉 价 易 得 、 性 质 稳定 、 不 与 待 测 物质 发 生 
反应 、 不 与 待 测 物 的 谱 峰 重 炙 的 吡 嗪 作为 内 标 物 ， 其 所 核磁 峰 在 8.66 ppm; 此 外 ，DMSO-d5 能 够 很 好 的 溶解 
待 测 样品 和 内 标 物质 ， 且 不 与 其 它 峰 重 羡 ， 因 此 选择 选择 DMSO-ds 为 溶剂 。 
响应 面 法 具有 实验 周期 短 、 检 测 精度 高 、 预 测 函 数 模 型 准确 、 能 研究 几 种 因素 间 交 互 作用 、 试 验 设 计 合 
里 和 结果 准确 等 优点 ， 因 此 采用 响应 面 法 在 中 药 提 取 优 化 工艺 方面 应 用 广泛 〈 户 宪 珍 等 ，2019; 黄 翔 ，2019; 
Sun JC etal., 2017; Xu Q etal., 2013; 王 红 等 ，2019; jx FB, 2016; 周 吉 等 ，2019; ) 。 本 试验 通过 对 乙 
醇 浓度 、 液 料 比 、 提 取 时 间 三 个 因素 进行 考察 ， 结 果 显 示 这 三 个 单 因 素 对 当归 药材 中 阿 魏 酸 和 莹 本 内 酯 两 
成 分 同时 提取 有 较 大 影响 ， 并 结合 Box-Behnken 中 心 组 合 设计 试验 进行 提取 工艺 优化 ， 优 选 出 最 佳 提 取 工 艺 ， 
为 当归 的 有 效 开发 利用 提供 参考 。 
目前 当归 中 有 效 成 分 含量 测定 主要 采用 HPLC 法 ， 其 具有 流动 相配 备 复杂 、 检 测 时 间 长 、 使 用 对 照 品 等 
缺点 。 氢 核磁 共振 定量 法 具有 检测 速度 快 、 准 确 性 高 、 重 现 性 好 、 避 免 使 用 昂贵 的 对 照 品 只 需要 使 用 少量 康 
价 的 内 标 物 质 即 可 同步 对 多 种 成 分 进行 含量 测定 等 优点 ， 已 广泛 应 用 于 中 药 有 效 成 分 含量 的 测定 〈 高 伟 等 ， 
T- 2017， 林 珊 等 ，2014;， Tanaka etal., 2019; 王志伟 等 ，2016) 。 本 研究 采用 氧 核磁 共振 法 同时 测定 当归 中 阿 
< 。 魏 酸 和 莫 本 内 酯 含量 ， 可 以 有 效 的 降低 成 本 ， 并 且 整 个 检测 过 程 在 3 分 钟 左右 即 可 完成 。 


4 结论 


该 文 以 中 药 当归 为 研究 对 象 ， 以 氧 核磁 定量 方法 测定 当归 提取 物 中 阿 魏 酸 和 摹 本 内 酯 含量 ， 以 阿 魏 酸 和 
慕 本 内 酯 含量 的 综合 评分 为 考察 指标 ， 采 用 单 因素 筛选 结合 Box-Behnken 中 心 组合 设 计 试验 优化 提取 工艺 参 
数 ， 研 究 结果 发 现 : 
(1) 当 归 中 阿 魏 酸 和 葛 本 内 酯 的 最 佳 提 取 工 艺 为 : 乙醇 浓度 80.87%， 液 料 比 13.04 mL.g-1， 提 取 时 间 30.14 min, 
在 此 条 件 下 ，2 种 成 分 提取 综合 评分 为 2.14。 
CO) 在 最 佳 提取 工艺 条 件 下 ， 测 得 当归 中 阿 魏 酸 和 慕 本 内 酯 含量 分 别 为 1.07 mg:g-15816.98 mg:g-1， 且 该 工艺 条 
件 操作 简单 ， 重 复 性 好 ， 对 当归 中 有 效 成 分 提取 有 一 定 的 参考 价值 。 


H 
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